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摘要 : 目的 制备 鼠 抗 树 散 CD3 单 克隆 抗体 ， 并 对 其 生物 学 特性 进行 鉴定 。 方 法 以 GST-CD3 蛋白 为 免疫 
原 免疫 BALB/c 小 和 鼠 ， 利 用 杂交 瘤 技术 融合 免疫 后 的 BALB/c 小 鼠 脾 细胞 和 小 筷 骨 购 瘤 SP2/0 细胞 ， 通 过 间 
接 ELISA 方法 检测 ， 筛 选 出 多 株 能 分 沁 抗 树 移 CD3 6 的 杂交 瘤 细 胞 株 ， 经 过 3 次 亚 克 隆 筛选 后 ， 制 备 小 鼠 腹 
水 单 克隆 抗体 ， 并 纯化 得 到 鼠 抗 树 鹊 CD3 单 克 隆 抗 体 ， 通 过 腹水 单 克 隆 抗 体 效 价 测定 、 单 克隆 抗体 亲和力 
测定 、 单 克隆 抗体 抗原 表 位 分 析 、 Western blot 和 FACS 分 析 其 生物 学 特性 。 结 果 筛选 到 5 株 能 稳定 分 沁 
抗 树 移 CD3 8 单 克隆 抗体 的 杂交 瘤 细 胞 株 ， 命 名 为 781、871、92D1、7511 和 3508， 腹 水 单 克 隆 抗 体 效 价 分 
别 为 1:10、1:10、1:10、1:10、1:10 ， 亲 和 力 解 离 常数 〈(Kd) 分 别 为 1.8X10”、 2.9X10”、4.9X10 、 
7.3X10”、3.6X10 “。5 株 单 克隆 抗体 抗原 表 位 分 析 显 示 781、871 和 7511 识别 同一 抗原 表 位 ， 而 92D1 和 
3508 识别 另 一 抗原 表 位 。 经 Western blot 检测 ，HRP 标记 后 的 92D1 能 识别 GST-CD3 s 蛋白 和 树 移 PBMC， 
并 对 大 鼠 、 小 筷 和 猴 的 PBMC 有 抗体 交叉 反应 。 经 FACS 检测 ，PE-Cy5.5 标记 后 的 92D1 能 特异 性 识别 树 移 
PBMC。 结 论 成 功 制 备 出 筷 抗 树 散 CD3 * 的 单 克隆 抗体 ， 为 进一步 应 用 于 树 移 免 疫 检测 黄 定 基础 。 
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Abstract: Objective: To develop monoclonal antibodies (mAbs) against tree shrews CD3 s ，and 
identify their biological characteristics. Method: BALB/c mice were immunized with GST- CD3 * 
protein as an immunogen. Immunized mice spleen cells were fused with SP2/0 cells with the hybridoma 
technique. GST- CD3 gs proteins and GST proteins were used as coating antigens to establish the 
indirect ELISA. After screening and three rounds of cloning process, the strain of hybridomas 
secreting anti- CD3&€ mAbs were obtained. More anti- CD3e mAbs were prepared by mice ascites, 
Which were purified by Protein A resin. Then anti- CD3€ mAbs were identified with indirect ELISA ， 
superposable ELISA, antibody titer evaluation, Western blot and FACS. Result: Five hybridomas 
were obtained , and named 78I, 87I, 92D1, 75IIT and 35C8. The titer of five ascites were 1:10°,, 1:10°, 
1:10’", 1:10" and 1:10 The dissociation constant (Kd) of these ascites were 1.8X10°, 2.9X10”， 
4.9X10°, 7.3X10° and 3.6X10°. Monoclonal antibody epitope analysis revealed that 78I, 87], 
and 75II recognized the same antigenic epitope, whereas 92D1 and 35C8 recognized another antigenic 
epitope of GST- CD3 gs . Western blot analysis showed that HRP-labeled 92D1 recognized GST-CD3 s and 
tree shrews’” PBMC, and had an antibody cross-reactivity with PBMC from rats, mice and monkeys. 
After FACS detection, 92D1 labeled with PE-Cy5.5 can specifically identify the PBMC of tree shrews. 
Conclusion: Murine anti-tree shrews’” (CD3 es mAbs were successfully prepared, which laid the 
foundation for the further application in immune detection of tree Shrews. 
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树 购 〈tree shrews，7upaia belangeri) 是 哺乳 纲 攀 购 目 树 哆 科 小 型 动物 ， 是 灵 长 类 的 
近亲 。 树 网 用 作 实 验 动 物 已 有 30 多 年 历史 ， 有 体型 小 ， 经 济 易 得 ， 易 驯养 ， 饲 养 管理 成 本 低 
优势 , 常用 于 替代 或 减少 一 些 非 人 灵 长 类 动物 的 使 用 。 多 种 人 类 病毒 在 树 网 上 的 研究 显示 ， 
树 欧 对 多 种 常见 人 类 病毒 易 感 ， 如 乙 型 肝炎 病毒 “、 丙 型 肝炎 病毒 ”、 肠 道 病毒 EV71”、 轮 状 
病毒 ”、 流 感 病毒 “等 等 。 除 此 之 外 ， 树 购 在 其 他 多 种 疾病 研究 中 ， 如 肝癌 “、 乳 腺 癌 ”、 糖 尿 
病 ”、 老 年 痴呆 症 ”等 研究 中 也 有 广泛 的 应 用 ， 是 有 很 好 的 应 用 前 景 实验 动物 。 

哺乳 动物 的 CD3 分 子 表 达 于 成 熟 T 淋巴 细胞 表面 , 是 T 淋巴 细 胞 受 体 (TCR) 复合 体 的 重要 
组 成 部 分 ， 也 是 了 细胞 群 的 重要 表面 标志 。 在 T 细胞 抗原 识别 和 免疫 应 答 产 生 过 程 中 ，CD3 分 
子 具有 极其 重要 的 作用 , 许多 疾病 的 研究 都 以 CD3 分 子 作 为 检测 的 重要 指标 。 CD3 分 子 由 Y、 


卜 


5、s、5、 am 等 5 种 多 肽 链 组 成 ，s 链 主 要 介 导 抗原 或 超 抗原 的 活化 信号 ”。 

目前 对 树 网 的 CD3 分 子 研究 还 较 少 “，, 也 没有 相应 的 商品 化 多 克隆 抗体 或 单 克 隆 抗 体 可 用 
于 检测 树 购 的 CD3 分 子 , 导致 在 很 多 研究 中 不 能 直观 的 检测 到 树 网 体内 相关 淋巴 细胞 变化 的 情 
况 , 阻碍 了 树 购 作为 实验 动物 的 应 用 和 发 展 。 为 此 , 我 们 针对 树 哆 CD3 分 子 制备 了 单元 隆 抗 体 ， 
推进 了 树 购 作为 实验 动物 的 研究 和 应 用 。 由 于 目前 广泛 应 用 的 人 和 小 鼠 CD3 单 克 隆 抗体 多 为 针 
对 CD3 分 子 的 * 链 制备 抗体 ， 因 此 本 研究 也 以 树 网 CD3 分 子 的 。 链 进行 单 克 隆 抗体 的 制备 。 


1 材料 与 方法 
1.1 材料 

表达 载体 pGEX-5X-1 由 本 实验 室 保存 。DH5a 和 BL21 感受 态 细胞 由 本 实验 室 制备 。 淋 巴 
细胞 分 离 液 Lymphoprep 购 自 AXIS-SHIELD。 TRNzolA+、 质 粒 小 提 试 剂 盒 和 DNA 纯化 回收 试剂 
盒 购 自 天 根 生 化 。Prime Script lst Strand cDNA Synthesis Kit、PrimeSTAR Max DNA 
Polymerase、T4 DNA Ligase 购 自 TaKaRa。EkcoRT 和 XHoT 购 自 NEB。Glutathione Sepharose 
4 Fast Flow 购 自 GE。Protein A resin 购 自 TRANS。 小 鼠 骨 般 瘤 细胞 SP2/0 由 本 实验 室 保存 。 
6-8 周 龄 BALB/c 小 鼠 来 源 于 中 国医 学 科学 院 医 学 生物 学 研究 所 [LSYXK 〈 演 ) K2013-0008] ， 树 
网 来 源 于 中 国医 学 科学 院 医 学 生物 学 研究 所 树 网 种 质 资源 中 心 [SCXK《〈 演 ) K2013-0001]。 完 全 
和 不 完全 弗 氏 佐 剂 、 次 黄 嗓 叭 -氨基 蝶 吟 -胸腺 喀 喧 核 背 CHAT)、 次 黄 嗓 叭 - 胸 腺 喀 啶 核 背 CHT)、 
聚 乙 二 醇 (PEG4000)、 液 体 石蜡 和 Mouse Monoclonal Antibody Isotyping Reagents 购 自 Sigma。 
1640 培养 基 和 胎 牛 血清 购 自 BI。 了 PRP 标记 山羊 抗 小 鼠 二 抗 购 自 Thermo。TMB 显 色 液 购 自 
solarbio。 超 小管 购 自 Millipore。 细 胞 培养 瓶 购 自 NEST。 细 胞 培养 板 和 ELISA 酶 标 反应 板 购 
自 Corning。HRP 标记 试剂 盒 购 自 Proteintech,PE-Cy5. 5 标记 试剂 盒 购 自 Innova Biosciences。 
BSA 购 自 VWR。 其 他 试剂 为 国产 分 析 纯 试剂 。 


1.2 方法 
1.2.1 树 网 CD3 *s 原核 表达 载体 构建 及 蛋白 纯化 
根据 GenBank 上 发 表 的 树 网 脾脏 CD3 。 mRNA 全 长 序列 (HM007192. 1)， 利 用 SignalP 4.1 
预测 分 析 CD3 s 信号 肽 ， 并 根据 表达 载体 pGEX-5X-1 的 多 克隆 位 点 ， 设 计 包含 BcoRI 和 Xho 本 
酶 切 位 点 的 引物 用 以 扩 增 不 含 信号 肽 的 树 网 脾脏 CD3 s 序列 〈 表 1)。 引 物 由 华 大 基因 合成 。 
树 网 尾 静 脉 采 血 后 用 淋巴 细胞 分 离 液 Lymphoprep 分 离 PBMC，TRNzolA+ 提 取 总 RNA，Prime 


Script lst Strand cDNA Synthesis Kit 逆转 录 得 到 cDNA 作为 模板 ， PCR 扩 增 得 到 不 含 信 
号 肽 的 CD3 8 基因 ， 再 经 胶 回 收 、 双 酶 切 、 连 接 等 步 又， 将 CD3 s 构建 到 pGEX-5X-1 原核 表达 
载体 上 ， 经 双 酶 切 鉴定 并 送 华 大 基因 进行 测序 ， 测 序 正确 的 pGEX-5X-CD3 s 转化 BL21 感受 态 
细胞 ， 菌 液 0D600 达到 0. 4 -0.6 A 时 加 入 IPTG 至 终 浓 度 1 mmol/L， 25 9 培养 4h 后 离心 收 
集 菌 体 ， 超 声波 破碎 菌 体 并 经 SDS-PAGE 分 析 和 蛋白 表达 情况 。 将 含有 目的 蛋白 的 表达 超声 上 清 
经 Glutathione Sepharose 4 Fast Flow 亲 和 层 析 柱 纯化 ， 超 滤 管 进行 换 液 及 浓缩 ， 得 到 纯化 
的 GST-CD3 s 蛋白 。 

空 载 体 pbGEX-5X-1 转化 BL21 感受 态 细胞 后 按 同 样 方法 进行 表达 和 纯化 ， 得 到 纯化 的 GST 


标签 蛋白 。 


表 1 重组 蛋白 原核 表达 载体 构建 所 用 引物 序列 


Table 1 Primer sequences for the construction of expression vectors of the recombinant proteins 


Primer name Primer sequence (5” -3” ) 
CD3 8 -PF CCGGAATTCGAGGACGATAACGACAAAACT 
Ch3e 下 CCGCTCGAGTCAGATGCCTCTCTGATTCA 


1.2.2 树 网 CD3 s 杂交 瘤 细胞 株 的 制备 和 筛选 

BALB/c 小 鼠 以 3 周 间隔 进行 四 次 免疫 ， 程 序 为 : 首次 免疫 ， 弗 氏 完 全 佐 剂 与 等 量 1 mg/mL 
GST-CD3 s 蛋白 充分 混合 乳化 后 ， 背 部 皮下 多 点 注射 ，100 un LV/ 只。 第 二 次 免疫 和 第 三 次 免疫 ， 
佐 剂 换 为 弗 氏 不 完全 佐 剂 ， 方 法 和 计量 同 首次 免疫 。 第 四 次 免疫 采用 腹腔 注射 未 加 佐 剂 的 
GST-CD3 es 蛋白 ， 注 射 量 同 前 三 次 免疫 。 

细胞 融合 前 2 天 , 取 健 康 BALB/c 小 鼠 腹 腔 巨星 细胞 制备 饲养 层 细胞 。 第 四 次 免疫 3 天 后 ， 
取 免 疫 小 鼠 的 脾脏 细胞 与 骨髓 瘤 细 胞 SP2/0 按 10:1 比例 混合 ，45% PEG4000 进行 融合 ， 融 合 
后 细胞 按 100 unL/ 和 孔 的 量 加 入 已 铺 好 饲养 层 细 胞 的 96 孔 细 胞 培养 板 中 用 HAT 的 完全 培养 基 培 
养 。 每 4 天 更 换 一 半 量 的 HAT 的 完全 培养 基 ， 并 观察 细胞 生长 状况 。 

融合 后 12-14 天 ,用 GST-CD3 se 蛋白 包 被 酶 标 反应 板 , 取 融合 细胞 培养 上 清 进行 间接 ELISA 
进行 初次 筛选 ，SP2/0 培养 上 清 为 阴性 对 照 ， 二 抗 为 HRP 标记 山羊 抗 小 鼠 IgG (1:6000)， 显 色 
终止 后 ， 酶 标 仪 检测 450 nm 吸光 度 值 (A450 值 )， 以 高 于 阴性 对 照 A450 值 2. 1 倍 以 上 的 孔 为 
阳性 孔 ， 筛 选 A450 值 较 高 的 阳性 杂交 瘤 细 胞 孔 ， 连 续 进 行 3 次 亚 克 隆 培养 。 


在 亚 克 隆 培养 过 程 中 ,用 GST-CD3 s 蛋白 和 GST 蛋白 分 别 包 被 酶 标 板 ， 封 闭 后 取 杂 交 瘤 细 
培养 上 清 同时 进行 间接 ELISA， 根 据 两 块 酶 标 板 A450 值 读数 ， 筛 选 去 除 仅 针对 GST 蛋白 包 被 
酶 标 板 A450 值 高 的 杂交 瘤 细 胞 株 ， 保 留针 对 GST-CD3 s 蛋白 包 被 酶 标 板 A450 值 高 ， 且 同时 针 
对 GST 蛋白 包 被 酶 标 板 A450 值 低 的 杂交 瘤 细 胞 株 ， 这 些 杂 交 瘤 细胞 株 进 行进 一 步 的 亚 克 隆 和 
扩 增 培养 。 


1.2.3 树 网 CD3 单 克 隆 抗体 腹水 制备 、 效 价 测定 及 纯化 

BALB/c 小 鼠 腹 腔 注射 无 菌 液体 石蜡 进行 致 敏 , 致 敏 7 天 后 腹腔 注射 1X 10 个 杂交 瘤 细胞 。 
接种 后 观察 小 鼠 腹部 隆起 状态 ， 约 7-10 天 处 死 小 鼠 ， 吸 出 全 部 腹水 进行 离心 ， 离 心 后 上 清 即 
为 腹水 单元 隆 抗体 。 

腹水 单 克隆 抗体 通过 间接 ELISA 测定 其 抗体 效 价 ， 用 1 bh g/mL GST-CD3 * 包 被 酶 标 反应 
板 ， 封 闭 后 取 腹 水 单 克隆 抗体 从 原 倍 开始 进行 梯度 稀释 上 样 ， 以 SP2/0 培养 上 清 为 阴性 对 照 ， 
二 抗 为 HRP 标记 山羊 抗 小 鼠 IgG (1:6000)， 显 色 终 止 后 ， 酶 标 仪 检测 450 nm 吸光 度 值 (A450 
值 )， 以 A450 值 高 于 阴性 对 照 A450 值 2. 1 倍 以 上 的 孔 判 定 为 阳性 孔 。 读 数 最 低 的 阳性 孔 处 ， 
上 样 腹 水 单 克 隆 抗 体 的 稀释 度 ， 即 为 该 腹水 单 克 隆 抗 体 的 效 价 。 

腹水 单 克隆 抗体 过 Protein A 亲 和 层 析 柱 进行 纯化 ， 纯 化 产物 经 SDS-PAGE 分 析 鉴 定 后 ， 
用 超 滤 管 对 纯化 后 的 单 克 隆 抗 体 进行 换 液 及 浓缩 。 


1.2.4 树 网 CD3 * 单 克 隆 抗体 亲和力 测定 

亲和力 鉴定 利用 间接 ELISA 进行 测定 ， 按 1 hg/mL GST-CD3 s 包 被 酶 标 反 应 板 ， 封 闭 后 
将 腹水 单 克隆 抗体 进行 倍 比 稀释 上 样 ， 二 抗 为 HRP 标记 山羊 抗 小 鼠 IgG6 (1:6000)， 显 色 终 止 
后 ， 酶 标 仪 检测 450 nm 吸光 度 值 〈A450 值 )。 当 连续 几 个 稀释 度 的 A450 值 不 再 增 大 时 ， 视 为 
抗原 抗体 100% 结 合 ， 以 抗体 浓度 Cmol/L) 为 横 坐 标 ，A450 值 为 纵 坐 标 ， 做 散 点 图 ， 生 成 对 数 
趋势 线 和 公式 。 将 A450 值 最 大 值 的 一 半 带 入 公式 ， 求 出 此 时 抗体 浓度 即 为 单 克隆 抗体 的 亲 和 
力 解 离 常数 (Kd) “。 


1.2.5 树 网 CD3 * 单 克隆 抗体 的 抗原 表 位 分 析 
利用 相 加 ELISA 试验 分 析 5 株 单 元 隆 抗 体 所 识别 的 抗原 表 位 ， 按 1 Lg/mL GST-CD3e 包 
被 酶 标 反 应 板 ， 封 闭 后 分 两 组 进行 上 样 ， 腹 水 单元 隆 抗体 按 1: 50 进行 稀释 ,一 组 为 每 孔 只 加 


一 种 单 克 隆 抗体 ， 另 一 组 将 单 克 隆 抗体 两 两 组 合 ， 每 孔 中 等 比 加 入 混合 单 克隆 抗体 ， 二 抗 为 
HRP 标记 山羊 抗 小 鼠 IgG (1:6000)， 显 色 终 止 后 ， 酶 标 仪 检测 450 nm 吸光 度 值 (A450 值 )。 
结果 以 相 加 指数 “AI〉 大 于 或 小 于 50% 判 定 。 按 照 公 式 


2A1+2 : 
AI= (#2 1) x 100% 
A 十 六 2 


计算 两 种 单 克 隆 抗 体 赤 加 后 的 重 亚 率 。 其 中 Al 表示 第 一 种 单 克 隆 抗 体 的 A450 值 ，A2 表示 第 
二 种 单 克隆 抗体 的 A450 值 ，A 表 示 两 种 单 克隆 抗体 混合 相 加 后 的 A450 值 。 若 两 种 单 克 隆 抗 
体 识别 同一 抗原 表 位 ， 那 么 AI 值 应 小 于 50%， 若 两 种 单 克隆 抗体 识别 不 同 抗原 表 位 ， 那 么 AI 
值 应 大 于 50%”* 于。 


1.2.6 树 网 CD3 s 单 克 隆 抗体 的 标记 

分 别 根据 Proteintech 公司 HRP 标记 试剂 盒 和 Innova Biosciences 公司 PE-Cy5. 5 标记 试 
剂 盒 说 明 书 ,对 纯化 后 的 CD3 单 克隆 抗体 进行 标记 ,得 到 带 HRP 标 记 和 PE-Cy5.5 标 记 的 CD3 e 
单 克隆 抗体 用 于 western blot 和 FACS 检测 。 


1.2.7 树 网 CD3 * 单 克 隆 抗体 特异 性 鉴定 
1.2.7.1 Western blot 

取 GST-CD3 e 、GST、 及 经 RIPA 处 理 后 提取 的 树 移 PBMC 总 蛋白 、 大 鼠 PBMC 总 蛋白 、 小 鼠 
PBMC 总 蛋白 和 猴 PBMC 总 蛋白 进行 15% SDS-PAGE，100 mA 转 膜 45 min， 转 膜 结束 后 加 入 丽 春 
红 染 色 ， 确 定 目 的 条 带 所 在 位 置 ， 剪 膜 后 用 水 洗 净 ，5% 脱 脂 奶 粉 封闭 1 h， 洗 膜 后 加 入 HRP 标 
记 CD3 s 单 克隆 抗体 (1:1000)， 室 温 角 育 1 hp， 洗 膜 后 ECL 化 学 发 光 检 测 。 同 时 检测 内 参 B 
-actin，5% 脱 脂 奶 粉 封闭 1 p， 洗 膜 后 加 入 抗 小 鼠 B -actin 单 克 隆 抗 体 〈1:2000)， 室 温 孵 育 
1 h， 洗 膜 后 二 抗 为 HRP 标记 山羊 抗 小 鼠 IgG (1:10000)， 室 温 孵 育 45 min， 洗 膜 后 ECL 化 学 
发 光 检 测 。 


1. 2. 7. 2 FACS 

树 网 经 尾 静 肪 采血 ， 用 淋巴 细胞 分 离 液 Lymphoprep 分 离 树 网 外 周 血 中 的 PBMC，PBMC 用 
PBS 洗涤 后 细胞 计数 ， 调 整 细胞 浓度 为 1X10 个 /mL。 将 PBMC 分 为 100 4L 每 份 ， 取 2 份 ， 每 
份 约 1X10 个 细胞 。 取 一 份 细胞 加 入 5n1lPE-Cy5.5 标记 的 CD3 8 单 克隆 抗体 ， 另 一 份 细胞 不 


加 抗体 ， 作 为 空白 对 照 。 室 温 下 避 光 反应 2 小 时 后 每 份 加 入 lmL PBS， 洗 涤 细 胞 一 次 ， 离 心 弃 
上 清 ， 每 份 细胞 加 入 300 nL PBS 重 晤 细胞 ， 即 可 进 流 式 细胞 仪 检测 分 析 。 


2 ”结果 
2.1 树 殉 CD3 s 基因 片段 的 获得 及 原核 表达 载体 构建 

树 网 脾脏 CD3 s。 (HM007192. 1) 序列 全 长 为 582 pp， SignalP 4. 1 预测 分 析 其 信号 肽 切 
割 位 点 在 第 21 位 和 第 22 位 氨基 酸 之 间 ， 去 除了 预测 信号 肽 的 树 移 CD3 e 片段 长 度 为 519pp。 
经 琼脂 糖 凝 胶 电泳 分 析 , PCR 扩 增 得 到 约 519bp 的 特异 性 条 带 , 与 预期 CD3 e 片段 大 小 相符 ( 
1a)， 成 功 扩 增 得 到 CD3 * 基因 。 构 建 的 重组 质粒 pGEX-5X-CD3 8 经 fcoRT 和 XoT 双 酶 切 后 ， 
得 到 约 4900bp 和 519bp 的 两 条 特异 性 条 带 , 与 pGEX-5X-1 载体 和 CD3 * 片段 大 小 相符 (图 1 b)。 
双 酶 切 鉴定 正确 后 重组 质粒 pGEX-5X-CD3 s 送 华 大 基因 测序 ,测序 结果 比 对 后 表明 重组 载体 构 
建 正确 ， 插 入 的 目的 基因 CD3 *s 序列 正确 (测序 结果 上 略 ) 


a b 

bp M 1 bp 
10000 
10000 7000 

7000 
4000 

4000 
2000 

2000 
1000 1000 
500 

500 + 一 CD3e 

250 

250 


图 1. 基因 克隆 以 及 重组 质粒 双 酶 切 鉴定 

Fig. 1 Cloned gene and double enzyme digestion analysis of recombinant plasmid 

(a) Cloned CD3 s gene. M: DNA marker DL10000; 1: The PCR products of CD3¢. 

(b) Double enzyme digestion analysis of recombinant plasmid pGEX-5X-CD3e. M: DNA marker DL10000; 2 & 3: 


DGEX-5X-CD3 es digested with EcoR I and Xho I. 


2.2 树 网 CD3 * 重组 蛋白 表达 及 纯化 
经 EditSeq 软件 分 析 去 除 信号 肽 的 树 网 CD3 s 蛋白 大 小 约 19 kDa，pGEX-5X-1 的 标签 蛋白 
GST 大 小 约 26 kDa， 预 测 pGEX-5X-CD3 。 诱导 表达 的 GST-CD3 es 和 蛋白 大 小 约 46 kDa。 
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pGEX-5X-CD3 s 诱导 表达 产物 经 SDS-PAGE 分 析 ， 显 示 在 46 kDa 附近 有 特异 性 条 带 出 现 ， 与 预 
期 的 GST-CD3 e 蛋白 大 小 相符 ， 且 蛋白 以 可 溶 形式 存在 于 表达 超声 上 清 中 (图 2 a)，pGEX-5X-1 
诱导 表达 的 标签 蛋白 GST 经 SDS-PAGE 分 析 ， 显 示 以 可 游 形式 存在 于 表达 产物 超声 上 清 中 ， 大 
小 约 为 26 kDa( 图 2b)。pGEX-5X-CD3 e 和 pGEX-5X-1 的 表达 产物 超声 上 清 分 别 经 Glutathione 
Sepharose 4 Fast Flow 亲 和 层 析 柱 纯化 后 ， 进 行 超 滤 和 浓缩 ， 经 SDS-PAGE 分 析 ， 显 示 得 到 
纯度 较 好 的 6ST-CD3 s 蛋白 和 GST 蛋白 (图 2 c)。 


GST-CD3e 


29: 


GST 


20.1 


20.1 


图 2. 重组 蛋白 GST-CD3 s 和 标签 蛋白 GST 的 表达 及 纯化 

Fig. 2 Preparation of recombinant GST-CD3 s。 proteins and GST tagging proteins 

(a) Induction of recombinant GST-CD3 s proteins. M: protein marker; 1: total proteins of pGEX-5X-CD3¢e before 
induction; 2: ultrasound supernatant proteins of pGEX-5X-CD3e after induction. 

(b) Induction of GST tagging proteins. M: protein marker; 3: total proteins of pGEX-5X-1 before induction; 4: 
total proteins of pGEX-5X-1 after induction; 5: ultrasound supernatant proteins of pGEX-5X-1 after induction. 
(c) Purification of recombinant GST-CD3 s proteins and GST tagging proteins. 6: purified GST-CD3e proteins; 7: 


purified GST proteins. 


2. 3 抗 树 网 CD3 * 杂交 瘤 细胞 株 的 建立 

小 鼠 4 次 免疫 后 脾 细胞 与 骨髓 瘤 细 胞 SP2/0 利用 细胞 融合 技术 , 并 经 间接 ELISA 筛选 后 得 
到 杂交 瘤 细胞 , 杂交 瘤 细 胞 经 过 3 次 细胞 亚 克 隆 培养 , 及 GST-CD3 。 和 GST 的 间接 ELISA 双 篇 ， 
制备 出 能 分 泌 抗 树 网 CD3 * 单 克 隆 抗体 的 杂交 瘤 细 胞 株 5 株 , 分 别 命 名 为 78I、87I、92D1、75II 
和 35C8。 


2.4 树 网 CD3 s 单 克 隆 抗体 腹水 制备 、 效 价 测定 及 纯化 


201802.00671v1 


chinaXiv 


ChinaXiv 合 作 期 刊 


5 株 杂 交 瘤 细胞 78I、87I、92D1、75II 和 35C8 制备 腹水 单 克 隆 抗 体 后 ， 间 接 ELISA 测定 
腹水 单 克隆 抗体 效 价 分 别 为 1:10"、1:10"、1:10'、1:10"、1:10”。5 份 腹水 单 克 隆 抗 体 经 Protein 
A 亲 和 层 析 柱 纯化 后 ， 进 行 SDS-PAGE 电泳 确认 腹水 单 克 隆 抗体 的 纯化 效果 ， 结 果 显 示 5 份 单 
克隆 抗体 样品 均 在 约 26 kDa 和 56 kDa 出 现 了 和 蛋白 条 带 ， 与 鼠 源 单 克隆 抗体 轻 链 和 重 链 的 理论 
值 基 本 一 致 ， 表 明 得 到 了 较 高 纯度 的 单 克 隆 抗体 (图 3)。 


图 3，CD3 s 腹水 单 克隆 抗体 纯化 

Fig. 3 Purification of anti-CD3 es ascites mAbs 

(a) Purification of 78I and 87I ascites mAbs. M: protein marker; 1: purified 78I mAbs; 2: purified 87I mAbs 
(b) Purification of 75II and 92D1 ascites mAbs. M: protein marker; 3: purified 75II mAbs; 4: purified 92D1 mAbs. 


(c) Purification of 35C8 ascites mAbs. M: protein marker; 5: purified 35C8 mAbs 


2.5 树 胸 CD3。 单 克隆 抗体 亲和力 测定 

利用 间接 ELISA 方法 测定 5 株 单 克隆 抗体 的 亲和力 ,分 别 以 抗体 浓度 (mol/L) 为 横 坐 标 ， 
A450 值 为 纵 坐 标 ， 做 散 点 图 ， 生 成 对 数 趋势 线 和 公式 ， 将 5 株 单 克隆 抗体 A450 值 最 大 值 的 一 
半 带 入 公式 ， 求 出 此 时 抗体 浓度 即 为 单元 隆 抗体 的 杀 和 力 解 离 常数 (Kd)， 结 果 表 明 78I1、871、 
92D1、75II 和 35C8 的 亲和力 解 离 常 数 分 别 为 1.8X10"、2.9X10”、 4.9X10”、7.3X10 、 
3.6X10 。( 图 4) 


781 871 


8 © 0 
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图 4，CD3 e 单 克隆 抗体 亲和力 测定 


Fig. 4 Affinity test of anti-CD3 es mAbs 


2.6 树 网 CD3 * 单 克隆 抗体 的 抗原 表 位 分 析 


oD450 


92D1 


y=0.3179In(x) - 2.3038 


Concentration (X10-7 mol/L) 


5 株 单 克 隆 抗体 进行 相 加 ELISA 试验 分 析 抗 原 表 位 , 根据 各 株 抗 体 测定 的 A450, 及 相 加 抗 


体 测 定 的 A450， 通 过 公式 计算 AT，AI 值 小 于 50% 表 明 两 种 单 克 隆 抗 体 识别 同一 抗原 表 位 ， AT 


值 大 于 50% 表 明 两 种 单 克 隆 抗体 识别 不 同 抗原 表 位 ， 结 果 显 示 78I、87I 和 75II 识别 同一 抗原 


表 位 ， 而 92D1 和 35C8 识别 另 一 抗原 表 位 。 


表 2 CD3 8 单 克 隆 抗 体 相 加 ELISA 结果 


Table 2 The result of superposable ELISA test of anti-CD3e mAbs 
mAb 78I 87I 92D1 


0D450 AI (%) 0D450 AI (%) 0D450 AI (%) 


78I 0.92 / 

87I 0.92 0% 0.92 过 

92D1 2. 40 154% 1.51 60% 0.97 / 
75II 1. 13 40% 1.00 24% 1.92 131% 
35C8 2. 40 167% 1.73 92% 0.96 4% 


75II 


0D450 


1.99 


AI (%) 


154% 


35C8 


0D450 AI (%) 


0. 88 / 
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2.7 树 衣 CD3 e 单 克隆 抗体 特异 性 鉴定 
2.7.1 Western-blot 

利用 Western-blot 鉴定 CD3 * 单 克 隆 抗体 对 免疫 原 GST-CD3。 蛋白 和 载体 标签 蛋白 6ST 的 
识别 情况 ， 结 果 表 明 HRP 标记 的 单 克 隆 抗体 92D1 能 特异 性 识别 6ST-CD3 * 蛋白 ， 在 约 46 kDa 
附近 有 特异 性 条 带 出 现 ， 与 GST-CD3 s 蛋白 大 小 相符 ， 但 HRP 标记 的 单 克 隆 抗体 92D1 不 识别 
GST 和 蛋白， 没有 特异 性 条 带 出 现 ( 图 5 a)， 这 也 表明 经 GST-CD3 s 和 GST 的 间接 ELISA 双 惫 制 
备 出 的 CD3 s 单 克隆 抗体 排除 了 载体 标签 蛋白 GST 的 干扰 ,对 目的 蛋白 的 特异 性 识别 能 力 较 好 。 

制备 的 树 购 CD3 s 单 克隆 抗体 除了 要 能 识别 外 源 表 达 的 CD3 。 蛋白 ， 还 需要 检测 其 是 否 能 
识别 树 网 体内 天 然 的 CD3 s 蛋白 ,将 树 购 PBMC 总 蛋白 20ng 、10ng 和 5ng 经 Western-blot 
检测 ， 结 果 显 示 HRP 标记 的 92D1 单 克 隆 抗 体能 特异 性 识别 树 网 PBMC， 有 大 小 约 19 kDa 的 特 
异性 条 带 出 现 ， 与 预期 的 树 移 CD3 e 蛋白 大 小 相符 (图 5 b)， 表 明 92D1 单 克隆 抗体 不 但 可 以 
识别 外 源 表达 的 树 鬼 CD3 。 重组 蛋白 (图 5 a)， 也 可 以 识别 天 然 的 树 购 CD3 8 蛋白 (图 5 b)。 

树 哆 、 大 鼠 、 小 鼠 和 猴 的 PBMC 总 蛋白 各 10 ug 进行 Western-blot 检测 ， 结 果 显 示 HRP 标 
记 的 92D1 单 克 隆 抗体 能 识别 树 哆 、 大 鼠 、 小 鼠 和 猴 的 PBMC， 条 带 大 小 均 在 19 kDa 附近 (图 5 
c)， 表 明 该 抗体 存在 交叉 反应 。 


a 1 2 
46 kDa Ce 92D1-HRP 

b 3 4 5 
45 kDa a 下 = B-actin 
19kDa | 92D1-HRP 

c 6 7 8 9 
45 kDa | < -acin 
19kDa 0 9 | 92D1-HRP 


图 5，CD3 * 单 克隆 抗体 Western-blot 鉴定 

Fig.5 Identification of specificity of anti-CD3 s。 mAbs by Western-blot 

(a) Recognition of recombinant GST-CD3 se proteins and GST tagging proteins by 92D1-HRP 1: purified GST; 2: 
purified GST-CD3 e. 


(b) Recognition of tree shrews” PBMC total proteins by 92D1-HRP 3: tree shrews” PBMC total proteins 20 ug ; 
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4: tree shrews’” PBMC total proteins 10 hg; 5: tree shrews’” PBMC total proteins 5 Lh&g. 
(c) Antibody cross-reaction of 92D1-HRP 6: tree shrews’” PBMC total proteins 10 ug; 7: rats’” PBMC total proteins 


10 hg; 8: mice”s PBMC total proteins 10 ng; 9: monkeys’” PBMC total proteins 10 hg. 


2.7.2 FACS 

流 式 细胞 检测 结果 显示 经 PE-Cy5. 5 标记 的 92D1 单 克 隆 抗 体 , 可 以 检测 到 树 秽 PBMC 中 CD3 
阳性 淋巴 细胞 ， 在 数量 为 1 X10 个 的 树 哆 PBMC 中 ，CD3 阳性 淋巴 细胞 的 比例 约 为 89. 5% (图 6 
b)， 表 明 92D1 单 克 降 抗 体 可 以 识别 树 网 体内 CD3 阳性 的 淋巴 细胞 。 


wo A01 blank-cd3 
总 Gate- [INo Gating 


SSC-A 


s10 100.000 200,000 289 


97.352 1.000.000 1.791.405 
FSC-A 

AD05 sample-20 

Gate [No Gating 


好 


SSC-A 


s10 100.000 ”200.000 289,326 


图 6， 流 式 细胞 术 检 测 CD3 s 单 克隆 抗体 对 树 胸 PBMC 的 识别 
Fig.6 Flow cytometry analysis the PBMC of tree shrews using the anti-CD3 s。 mAb 92D1 
(a) Blank control: tree shrews”PBMC with no antibody. 


(b) tree shrews” PBMC with PE-Cy5. 5-92D1. 


3 讨论 

树 网 CD3 s 完整 的 编码 序列 已 有 文献 报道 ”“， 但 树 购 CD3 s 蛋白 的 体外 表达 ， 及 其 单 克隆 
抗体 的 制备 却 尚 未 有 文献 报道 。 本 研究 采用 原核 表达 系统 首次 在 体外 表达 了 树 哆 CD3 * 融合 蛋 
白 GST-CD3 e ， 并 用 其 作为 免疫 原 制备 了 树 移 CD3 e 单 克隆 抗体 。 考 虑 到 融合 蛋白 在 小 鼠 免疫 
过 程 中 ， 其 标签 蛋白 6ST 部 分 也 具有 免疫 原 性 ， 会 导致 小 鼠 产生 针对 GST 的 抗体 ， 所 以 在 杂交 
瘤 细胞 的 筛选 过 程 中 ， 间 接 ELISA 利用 GST-CD3 s 蛋白 和 GST 蛋白 对 杂交 瘤 细 胞 分 泌 的 抗体 进 
行 了 双重 筛选 ， 有效 的 筛选 去 除了 仅 分 泌 针 对 标签 蛋白 6ST 抗体 的 杂交 瘤 细 胞 ， 保 证 了 筛选 到 
的 杂交 瘤 细 胞 为 分 泌 针 对 树 网 CD3 s 蛋白 的 抗体 。 
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树 网 CD3 s 单 克隆 抗体 92D1 除了 能 特异 性 识别 作为 免疫 原 的 GST-CD3 *s 蛋白 , 也 能 特异 性 
识别 树 哆 PBMC 中 的 CD3 s 蛋白 。 另 外 经 Western blot 检测 发 现 92D1 存在 抗体 交叉 反应 ， 能 
识别 大 鼠 、 小 鼠 和 猴 PBMC 中 的 CD3 。 香 白 。 通 过 GenBank 碍 到 大 鼠 CNP_001101610. 1)、 人 小 鼠 

CNP_031674. 1) 和 猴 (NP_001270544) 的 CD3 s 氮 基 酸 序列 ,分 析 可 知 大 鼠 、 小 鼠 和 猴 的 CD3 
蛋白 均 与 树 网 CD3 s 蛋白 大 小 相似 ， 且 毛 基 酸 序列 比 对 后 发 现 大 鼠 、 小 鼠 和 猴 的 CD3 s 与 树 鹊 
CD3 s 相似 性 分 别 为 60%、63% 和 64%。 

在 目前 的 很 多 关于 树 网 感染 病毒 的 研究 中 ,由 于 缺乏 检测 树 网 细胞 免疫 的 相关 试剂 ”， 大 
部 分 研究 仅 只 能 对 树 网 感染 的 病毒 进行 检测 “, 而 不 能 对 感染 病毒 后 的 树 网 体内 免疫 细胞 状况 
进行 分 析 和 评估 ,这 限制 了 树 网 这 种 很 有 发 展 前 景 的 实验 动物 的 进一步 应 用 及 发 展 。 本 研究 制 
备 的 树 网 CD3 s 单 克隆 抗体 92D1 可 用 于 分 选 和 测定 树 网 PBMC 中 的 CD3'T 细胞 群 ， 有 助 于 进 一 
步 了 解 树 葛 的 细胞 免疫 状态 及 功能 ,为 树 欧 细胞 免疫 机 理 的 研究 ， 和 推进 树 网 这 种 实验 动物 的 
发 展 ， 黄 定 了 一 定 的 基础 。 
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